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UTILIZACION DEL METODO DE HIDROLISIS DE LOS AMILOSTATOLITOS
PARA EL DIAGNOSTICO DE RESISTENCIA AL CALOR, LA SEQUIA Y LA
SALINIDAD EN EL TOMATE!
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RESUMEN

Se adapt6 la técnica de hidrélisis de los
amilostatolitos y se comprobd su efectividad
para el diagndstico precoz de grados de resis-
tencia al calor, la sequia y la salinidad en va-
riedades de tomate. El fundamento teérico de
esta técnica es la correlacién inversa entre el
grado de resistencia de las plantas y la veloci-
dad de hidrélisis amilostatolitica en el dpice de
raices bajo condiciones ambientales extremas.
La efectividad fue comprobada en 13 varieda-
des de tomate de comportamiento agronémico
bien conocido en Cuba. El método se puede
usar en investigaciones sobre el mejoramiento
genético de este cultivo, con ahorro de recur-
sos materiales para la introduccién de nuevas
variedades de comportamiento agronémico
desconocido.
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ABSTRACT

Use of the amilostatolith hydrolysis
method for diagnosis of resistance to heat,
drought and salinity in tomato. The technique of
amilostatolith hydrolysis was adapted and its
effectiveness assessed in the precocious diagnosis of
degrees of resistance to heat, drought and salinity in
tomato varieties. The theoretical basis of this
technique is the inverse correlation between degree
of resistance of the plants and the speed of
amilostatolith hydrolysis (starch grain hydrolysis in
root apices) under extreme environmental
conditions. The effectiveness was shown with 13
tomato varieties of very well-known agronomic
behavior in Cuba. The method can be used in
investigations about the genetic improvement of this
crop, as a way of saving material resources during
the introduction of new varieties of unknown
agronomic behavior.
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INTRODUCCION

El tomate (Lycopersicon esculentum, Mill.)
y otras hortalizas de amplio consumo en Cuba son
ejemplos de un fuerte trabajo de mejoramiento y
obtencién de nuevas variedades resistentes a las
condiciones ambientales desfavorables para los
cultivos (Muifioz y Sardifias 1989, Domini et al.
1993, 1994, Gémez y Laterrot 1997).

Sin embargo, la introduccién de nuevas
variedades confronta una limitante fundamental;
la imposibilidad de probarlas todas a la vez, en
condiciones experimentales, debido a limitacio-
nes materiales y humanas. Por estos motivos, el
nimero de variedades en que puede determinar-
se la resistencia a la sequia y la salinidad median-
te experimentos de campo, es necesariamente li-
mitado. Los métodos fisiolégicos y bioquimicos
para el diagnéstico precoz adquieren, por consi-
guiente, mayor importancia cada dfa.

Henckel et al. (1970) describieron una téc-
nica de laboratorio para el diagnéstico precoz de
grados de resistencia de las plantas a la sequia y la
salinidad, que constituye una herramienta 1til para
seleccionar y descartar potencialidades de resisten-
cia de muchas variedades a la vez, sin necesidad de
su evaluacién en condiciones de campo. La técni-
ca se basa en la correlacién existente entre el gra-
do de resistencia a cualquier factor estresante del
ambiente y la velocidad de hidr6lisis de los ami-
lostatolitos (granos de almid6n) en el 4pice de las
raices. Esta correlacién es inversa en la generali-
dad de las especies y variedades cultivadas; a ma-
yor grado de resistencia, menor velocidad de hi-
drélisis de amilostatolitos bajo condiciones de se-
qufa y salinidad. Para Henckel (1982) la resisten-
cia a la sequia es una caracterfstica compleja que
incluye la resistencia al calor y a la desecacion.

La determinacién de la resistencia a la se-
quia y la salinidad por el método de Henckel et al.
(1970) presenta las siguientes ventajas: 1) la eva-
luacién se realiza en un organismo completo
(pldntulas) y no con una parte de €l; por tanto,
puede utilizarse en los trabajos de seleccién de va-
riedades; 2) el método permite determinar al mis-
mo tiempo resistencia de las plantas al calor, la de-
secacién y la salinidad; y 3) el método es sencillo,
poco costoso, y exige pocos materiales y equipos.

En Cuba, los mejores rendimientos de las
variedades de tomate, de mayor explotacién en la
agricultura, se obtienen en la campaiia conocida
como "época 6ptima" o "perfodo invernal”, que
comprende las siembras realizadas del 21 de oc-
tubre al 20 de febrero (Casanova 1991). El estu-
dio del comportamiento del tomate en diferentes
condiciones ambientales del pais (Gémez et al.
1988, Domini et al. 1993, Simén et al. 1994) de-
mostré que existe una marcada influencia del
ambiente sobre la expresién de rendimiento, lo
que obliga a continuar la bisqueda de nuevas va-
riedades capaces de evitar pérdidas en los rendi-
mientos cuando crecen en condiciones climéticas
adversas. El objetivo de este trabajo fue la adap-
tacién y aplicacién de la técnica de hidrélisis de
amilostatolitos en el cultivo del tomate, como un
mecanismo de seleccién que facilite la introduc-
ci6n de variedades en la préctica agricola.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y proceso de germinacion

El presente trabajo se realiz6 con semillas
frescas de 13 variedades de tomate cultivadas en
Cuba (Cuadro 1) suministradas por el Laborato-
rio Central de Certificacién de Semillas del Mi-
nisterio de la Agricultura y el Instituto de Inves-
tigaciones Fundamentales en Agricultura Tropi-
cal "Alejandro de Humboldt".

Las semillas de cada variedad a probar se
colocan en placas de Petri (9 cm de didmetro) so-
bre papel de filtro humedecido con agua destila-
da estéril para incubarlas a 25°C, hasta obtener
suficientes semillas germinadas (200 a 300) con
raices 1-2 cm de longitud.

Método de hidrdlisis de los amilostatolitos

Tincién. Las raices se cortan en su extre-
mo basal y se depositan en un recipiente que
contenga una solucién 7:4 agua:lugol (v/v) por
15-30 seg. El tiempo de exposicién a la solucién
colorante depende de la variedad ensayada, de-
be determinarse empiricamente, y estd dado por
el tiempo minimo indispensable para colorear
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correctamente los amilostatolitos agrupados en
la zona del dpice de la raiz inmediata a la calip-
tra. Las raices tefiidas deben enjuagarse con
agua antes de observarse al microscopio.

Evaluacién. Se realiz6 determinando el
contenido de amilostatolitos presente en cada
raiz. Para Henckel et al. (1970) la cantidad de al-
midén estatolitico es una medida indirecta de la
actividad de las enzimas hidroliticas cuando las
pléntulas (semillas recién germinadas) se some-
ten a condiciones ambientales extremas. En plan-
tas susceptibles a la sequia, el almidén estatoliti-
co se hidroliza con mayor rapidez.

Las raices tefiidas se colocan en agua des-
tilada sobre portaobjetos en grupos discretos y se
presionan ligeramente con el cubreobjetos hasta
lograr la rotura de los tejidos. Deben disponerse
en hilera para facilitar la observacién de cada una
al microscopio. El aumento éptimo a utilizar es
100x. La evaluacién del contenido de amilostato-
litos en cada raiz se realiza asignandole valores
convencionales segiin la siguiente escala:

1-Ninguno o muy pocos.
2-Contenido medio.
3-Contenido méximo.

Estas evaluaciones deben ser realizadas se-
cuencialmente por 2 observadores diferentes y
promediados los valores asignados a cada raiz co-
mo nica via para minimizar el efecto subjetivo.
El método inicial creado por Henckel et al. (1970)
propone la valoracién del contenido inicial de
amilostatolitos en cada raiz utilizando una escala
de 0-5. Sin embargo, la amplitud de dicha escala
podria hacer més subjetiva la evaluacion; por tan-
to, se propone utilizar la escala del 1-3.

Para descartar falsos positivos en nues-
tras determinaciones (contenidos amilostatoliti-
cos elevados en la radicula de variedades sus-
ceptibles, provocados por la pérdida de la acti-
vidad de las enzimas correspondientes y no por
la resistencia de éstas a los tratamientos) debe
comprobarse la vitalidad de las células radicales
tratadas mediante el método topografico de Te-
trazolio (ISTA 1985). Para ello las pl4ntulas tra-
tadas se sumergen en solucién acuosa de cloru-

ro de 2, 3, 5-trifenil tetrazolium al 0.1% duran-
te 24 h a 30°C. La valoracién se realiza de la si-
guiente forma: 1) pldntulas viables, aquellas que
presentan la radicula completamente tefiida; y
2) plantulas muertas, aquellas donde la radicula
no se tifie o la tincién no es uniforme.

Tamaiio de muestra. El tamafio minimo
estadisticamente vélido para el nimero de raices
a observar se calcula por la siguiente férmula:

N= Up¥E?*(DE/X*100)?

Para N, miimero minimo necesario de obser-
vaciones; P, probabilidad de certeza; Up, razén de
la distribucién normal, U95 = 1.96; E, magnitud de
la exactitud relativa; X, media aritmética de todas
las determinaciones; DE, desviacién estindar de
las determinaciones.

Para P=95% y E=10%:N=(1.96/10)2*(DE/X*100)?
Tratamientos

Calor. Las semillas germinadas de cada
variedad a probar se separan en 2 grupos. El pri-
mero de ellos (grupo control) se mantiene a 25°C
y alta humedad después de la germinacién, mien-
tras el otro es sometido a inmersién en agua du-
rante 1 h a 36°C (grupo tratado). Ambos grupos
deben pasar por los pasos del método de hidr6li-
sis de los amilostatolitos.

Desecacion. Las semillas germinadas de
cada variedad a probar se separan en 2 grupos. El
primero (grupo control) se mantiene a 25°C y al-
ta humedad después de la germinaci6n, mientras
el otro es sometido a la exposicién de un ambien-
te seco, logrado dentro de una desecadora con so-
lucién de NaCl al 3.85% durante 1 h, en la oscu-
ridad a 20+2°C; al retirarse la placa de Petri de la
desecadora debe afiadirsele agua para facilitar su
posterior manipulacién. Ambos grupos deben pa-
sar por los pasos del método de hidrélisis de los
amilostatolitos.

Salinidad. Las semillas germinadas de ca-
da variedad a probar se separaran en 2 grupos. El
primero (grupo control) se mantiene a 25°C y alta
humedad después de la germinacién, mientras el
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segundo es sometido a la inmersién en una solu-
cién de NaCl al 0.6% (p/v) durante 1 h a 25°C.
Ambos grupos deben pasar por los pasos del mé-
todo de hidrélisis de los amilostatolitos.

Analisis estadistico

Si para una variedad se desea determinar
simultdneamente su grado de resistencia al calor,
la desecacién y la salinidad, basta con evaluar un
valor del control para la comparacién con los 3
tratamientos. La evaluaci6n estadistica se realizé
a partir del célculo de la niedia aritmética de to-
das las determinaciones del contenido de amilos-
tatolitos por raiz, (escala 1-3) de las pldntulas tra-
tadas (calor, desecacién o salinidad) con relacién
a la media aritmética del control, aplicando la
prueba "t" de Student.

Clasificaciéon de las variedades
Las variedades se clasificaron como:

1) Resistentes al calor, desecacién y/o sa-
linidad, cuando la actividad hidrolitica no resulté
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significativamente diferente entre el grupo con-
trol y el grupo tratado (N.S.).

2) Medianamente resistente al calor, dese-
cacién y/o la salinidad, cuando la diferencia en ac-
tividad hidrolitica resulté significativa (* o **).

3) Susceptibles al calor, desecacién y/o la
salinidad, cuando la diferencia result6 altamente
significativa (**¥*),

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se aprecia el alto nimero
de observaciones que debieron realizarse en ca-
da variedad de tomate evaluada. Resultados si-
milares se han reportado en otros cultivos (Ca-
pote y Suérez 1977, Capote y Casal 1978); esto
se debe fundamentalmente a la amplia variabili-
dad genética que presenta el tomate, tanto a ni-
vel intravarietal como intervarietal (Rick 1983).
Este resultado podria parecer un inconveniente
del método de diagnéstico aplicado; sin embar-
g0, el corto tiempo empleado (un mes) en obte-
ner la informacién supera esta aparente dificul-
tad.

Cuadro 1. Desviacién estdndar (DE), nimero minimo de observaciones calculado (N), y niimero real de observaciones realiza-
das (n), para las distintas variedades de tomate en la determinacién de la resistencia a la sequfa (calor y desecacién)

y la salinidad.
Tratamientos
Variedades Control Calor Desecacién Salinidad
DE N n DE N n DE N n DE N n

HC-38-80 0.67 31 45 071 54 65 0.51 42 51 048 45 60
HC-78-80 065 30 50 0.61 44 50 0.67 51 62 052 39 45
8/6/2 049 16 29 048 50 56 061 45 50 045 44 60
8/6/M2 0.71 48 55 051 48 55 059 51 58 051 48 56
Campbell-28 0.68 48 55 0.58 49 55 059 51 58 051 48 56
INCA-15 041 20 31 0.69 57 65 059 70 80 058 38 52
INCA-17 0.68 43 50 060 33 40 068 43 89 063 35 50
L-3-16 0.56 27 40 064 44 50 061 45 50 056 38 50
L-10-3 067 30 51 0.68 48 55 065 30 49 051 45 60
Criollo 064 36 40 065 31 52 058 24 36 0.65 30 48
Quivic4n 067 34 40 0.69' 45 50 062 44 52 049 25 54
INIFAT-28 0.62 41 50 0.66 45 50 068 40 45 058 36 50
Placero 071 40 S50 044 30 40 0.64 39 45 055 35 45

C-28-v
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El mayor porcentaje de hidrélisis de los
amilostatolitos se produjo en las variedades sus-
ceptibles a la sequia y la salinidad HC-38-80, HC-
78-80, 8/6/2 y 8/6/M2 (en general, diferencias de

mic del 30% respecto a sus controles), con las ma-
yores diferencias estadisticas obtenidas (Cuadro
2). En las variedades reportadas como resistentes
a la sequia INCA-17, L-3-16, L-10-3, asi como en

Cuadro 2. Contenido medio de amilostatolitos en las células del 4pice de las raices para las distintas variedades de tomate.

Medias aritméticas

Variedades Control Tratamiento Diferencias % respecto t Grado de
entre medias al control resistencia
HC-38-80 2.46 1.87 0.59 23.9 (calor) Hokk Baja
1.41 1.05 42.6 (sequia) dk ok Baja
1.31 1.15 46.7 (salinidad) wkok * Baja
HC-78-80 2.52 1.74 0.78 30.9 (calor) *Ek Baja
1.62 0.90 35.7 (sequia) *kk Baja
1.43 1.09 43.2 (salinidad) ok Baja
8/6/2 2.36 1.48 0.88 37.2 (calor) *Ek Baja
1.62 0.74 31.3 (sequia) *okk Baja
1.41 0.95 40.2 (salinidad) *kk Baja
8/6 M2 233 1.58 0.75 32.1 (calor) *okok Baja
1.42 0.91 39.5 (sequia) *okok Baja
1.40 0.93 39.9 (salinidad) *kk Baja
Campbell-28 1.80 1.54 0.26 14.4 (calor) * Media
1.32 0.48 26.6 (sequia) *kox Baja
1.31 0.49 27.2 (salinidad) Hokok Baja
INCA-15 222 1.89 0.33 14.8 (calor) * Media
1.45 0.77 34.6 (sequfa) *rk Baja
1.46 0.76 34.2 (salinidad) *kk Baja
INCA-17 1.80 1.61 0.19 10.3 (calor) N.S. Alta
1.45 0.24 13.3 (sequia) N.S. ‘Alta
1.30 0.50 27.7 (salinidad) ok Media
L-3-16 2.04 1.89 0.15 7.3 (calor) N.S. Alta
1.82 0.22 10.7 (sequia) N.S. Alta
1.56 048 23.5 (salinidad) ** Media
L-10-3 .2.13 1.98 0.15 7.4 (calor) N.S. Alta
1.87 0.25 11.8 (sequia) N.S. Alta
1.85 0.28 13.1 (salinidad) N.S. Alta
Criollo Quivicdn 2.51 2.32 0.19 7.5 (calor) N.S. Alta
2.28 0.23 9.1 (sequia) N.S. Alta
2.00 0.24 9.5 (salinidad) N.S. Alta
INIFAT-28 2.24 1.94 0.30 10.7 (calor), N.S. Alta
1.84 0.40 13.3 (sequfa) N.S. Alta
1.84 0.40 17.8 (salinidad) ** Media
Placero 23 2.13 0.17 7.3 (calor) N.S Alta
2.02 0.28 12.1 (sequia) N.S Alta
1.94 0.36 15.6 (salinidad) ¥ Media
C-28-V 222 2.06 0.16 7.2 (calor) N.S. Alta
2.03 0.19 8.5 (sequia) N.S. Alta
1.85 0.37 16.6 (salinidad) ** Media

N.S. no significativo: resistentes

* Significativo para P <0.05: resistencia media

**  Significativo para P <0.01: resistencia media
**¥  Altamente significativo para P <0.001: sensibles
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Criollo Quivican, INIFAT-28, Placero y C-28-V
no existen diferencias estadisticas significativas en
la cantidad de amilostatolitos presente en las rai-
ces antes y después del estrés; la hidrdlisis fue so-
lamente del 7.1-13.3%. Sin embargo, la mayoria
de estas variedades bajo condiciones de salinidad,
apenas presentaron resistencia media; solamente
la variedad L-10-3 y Criollo Quivicén se compor-
taron como resistentes. Por dltimo, las variedades
Campbell-28 e INCA-15 fueron sensibles tanto a
la desecacién como a la salinidad y presentaron
valores intermedios de hidrélisis y de significancia
estadistica de la diferencias, bajo condiciones de
calor; por lo que, pueden considerase de resisten-
cia media en ésta condici6n de estrés.

En la época de temperaturas elevadas para
la siembra del tomate en Cuba (campafia de prima-
vera-verano, enmarcada desde el 21 de febrero
hasta el 20 de agosto) (Casanova 1991) las varie-
dades HC-78-80, HC-38-80 y Campbell-28 repor-
tadas como susceptibles o de resistencia media,
respectivamente, en este ensayo disminuyen signi-
ficativamente sus rendimientos cuando se compa-
raron con INCA-17 y L-10-3 las cuales han sido
seleccionadas por su adaptacién a condiciones de
alta temperatura (Gémez et al. 1988, Dominf et al.
1994). Sam e Iglesias (1994) demostraron en siem-
bras realizadas en condiciones normales que las
variedades Campbell-28, HC-78-80 e¢ INCA-17
tienen una produccién de frutos muy similar entre
ellas, pero cuando la siembra se realiz6 en "época
no 6ptima"” los mejores rendimientos se obtuvieron
en la variedad INCA-17 reportada como resistente
al calor y a la desecaci6n en este experimento.

La correspondencia casi exacta entre
nuestros resultados y la experiencia agronémica
adquirida en Cuba con las mismas variedades
(G6mez et al. 1988, Domini et al. 1993, 1994, Si-
mon et al. 1994) indica que el método de hidré-
losis de los amilostatolitos puede ser efectivo pa-
ra el diagnéstico precoz del grado de resistencia
a la sequia y a la salinidad en variedades de to-
mate titiles a nuestra economia, maxime si se to-
ma en consideracion su sencillez y la no necesi-
dad de un equipamiento complejo.

Henckel et al. (1970) demostraron también,
la efectividad de la técnica de diagn6stico en semi-
lla botdnica de diversas variedades de trigo (Triti-
cum vulgare), avena (Avena sativa), mijo (Panicum
milaceum), maiz (Zea mays), pepino (Cucumis sa-
tivus), calabaza (Cucurbita maxima), melén (Cu-
cumis melo), y en frijol negro (Phaseolus vulgaris).
La eficacia de la técnica se prob6 por primera vez
en Cuba en raices de semilla agimica provenientes
de canutos de cafia de azicar (Saccharum officina-
rum) (Capote y Sudrez 1977). Posteriormente, Ca-
pote y Casal (1978) aplicaron el método en semi-
llas gamicas de una graminea de interés para la ga-
naderia cubana, como es el Cenchrus ciliaris.

Por otra parte, en el presente trabajo se
observé que el porcentaje de hidrélisis de los
amilostatolitos, en cualquiera de las variedades
evaluadas, siempre fue superior en las condicio-
nes de desecacién y de salinidad que en las de
calor. Esto podria deberse a una menor resisten-
cia o tolerancia de los cultivos a estos 2 tipos de
estrés o a la falta de ajuste del método en cuanto
a factores tales como concentracién de NaCl y
tiempo de exposicién de las plantulas. Por consi-
guiente, el ajuste de la técnica no s6lo permitiria
discriminar entre variedades resistentes y sus-
ceptibles, sino también en el grado de resistencia
o susceptibilidad dentro de cada grupo.

Finalmente, cabe destacar que, aunque estos
resultados corresponden con la experiencia agron6-
mica determinada con estas variedades en Cuba, la
evaluacién conclusiva de la resistencia de las plan-
tas cultivadas a cualquier factor estresante, segiin
Henckel (1982), no sélo debers incluir la determi-
nacion del grado de supervivencia de las plantas en
ambientes desfavorables, sino también la producti-
vidad (rendimiento) y el crecimiento vegetativo de
las variedades en esas condiciones. Esto sugiere
que la utilizaci6n eficaz de dicha técnica en el tra-
bajo de seleccién de nuevas variedades evitard la
realizacién a priori de experimentos de campo con
aquellas variedades que se descarten de acuerdo a
los fines de los productores. Contribuyendo de esta
manera a la introduccion acelerada de nuevos cul-
tivares resistentes en la practica agricola.
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